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緒言 
 
 未曾有の超高齢社会に突入した我が国において，骨折や変形性関節症，骨粗
鬆症等といった老化に伴う加齢性疾患の増加が社会的な問題となっている。こ
れらに関連して，Stem cell aging という概念が提唱され，Hallmarks of Aging
として知られる加齢変化のメカニズムの中でも本質的なものと認識されつつあ
る 1)。この幹細胞の老化を防ぐ各種アンチエイジング療法や幹細胞移植治療を含
む，加齢関連疾患に対する新しい治療アプローチが世界中で進められている。 
 アミノ酸とはアミンとカルボン酸官能基を含む有機化合物の総称であり，自
然界には 500 種類以上のアミノ酸が存在するが，生体に存在するアミノ酸はわ
ずか 22 種類である 2)。これらのアミノ酸は生体の様々な組織を構成している蛋
白質の構成要素としてだけではなく，細胞内や血漿などに遊離した形で存在し，
アミノ酸自体がアミノ酸トランスポーターを介し，直接細胞の増殖や代謝を調
整することで，生体内で様々な役割を担っていることが知られている。そして，
生体内に存在するアミノ酸のうち必須アミノ酸と呼ばれる生体内で合成されな
いアミノ酸が 9 種類存在し，食事から摂取しなければ欠乏するため，健常人や
有病者の栄養状態や健康状態に少なからず影響を及ぼすことが知られている。
また，栄養状態の変化が生体内に存在する幹細胞の老化に関わっていることが
知られており，必須アミノ酸と幹細胞分化，幹細胞性維持の関わりが示唆され
ている 3,4)。実際，近年，Shiraki らは，必須アミノ酸の一つである Methionine
の代謝が多能性幹細胞 (ES 細胞)や人工多能性幹細胞（iPS 細胞）の維持，分化
のための調節因子として重要な働きを担っていることを報告している 5)。 
 一方，骨代謝と食品蛋白質との関与についてもこれまで多くの報告がなされ，
Conigrave らは彼らの総説論文の中で，食品蛋白質の摂取量や種類が骨密度と
強く関連していることを報告しており，アミノ酸トランスポーターや，カルシ
ウム感知受容体がアミノ酸のセンサーとして働き，骨代謝を制御している可能
性を示唆している 6)。また，Ammann らは，卵巣摘出ラット骨粗鬆症モデルに
おいて，必須アミノ酸の投与が骨粗鬆症を軽減させることを報告しており 7)，必
須アミノ酸が直接的か間接的かは不明であるが，骨代謝に関与している可能性
を示唆している。このように考えると，骨髄由来間葉系幹細胞の幹細胞性維持
や骨代謝にアミノ酸が関与している可能性は強く示唆されるものの，詳細な効
果やその制御メカニズムは十分明らかとなっていないと言える。 
 そこで，本研究では，特定のアミノ酸が骨髄由来間葉系幹細胞の幹細胞性維
持と骨代謝に係わっているという仮説のもと，骨髄由来間葉系幹細胞の幹細胞
性維持に関わっているアミノ酸を同定するため，22 種類のアミノ酸を用いスク
リーニングを行った。その結果，必須アミノ酸の一つである Tryptophan が骨髄
由来間葉系幹細胞の幹細胞性維持因子の一つとして同定されたので報告する。 
 
 
材料ならびに方法 
 
1．ヒト骨髄由来間葉系幹細胞の培養 
 ヒト骨髄由来間葉系幹細胞（human Bone Marrow Stem Cell; hBMSC）は
Lonza 社（Basel, Switzrland）より購入し，これらの細胞を 15 %ウシ胎仔血清
（Fetal bovine serum；FBS，Life technologiesTM，Carlsbad，CA, USA），2 mM 
L-glutamine（Life technologiesTM），100 units/mL penicillin（SIGMA®，St. 
Louis，MO, USA），100 mg/mL streptomycin sulfate（SIGMA®）含有
Alpha-modified Minimum Essential Medium（α-MEM; Life technologiesTM）
培地（ヒト通常培地）を用いて，37 ℃，5 % CO2気相下で培養を行った。アミ
ノ酸前処理実験では，hBMSCs をサブコンフルエントまで培養後，10 M の各
種アミノ酸を加え 48 時間培養した細胞を後述の解析に用いた。また，アミノ酸
のスクリーニング実験には，Orphan ligand library（Enzo life science，
Farmingdale, NY, USA）に含まれる 22 種類の D-アミノ酸を用い実施した。ス
クリーニング以外の実験には，SIGMA 社製の L-Tryptophan を使用した。 
 
2．マウス骨髄由来間葉系幹細胞の単離，培養および動物実験モデル 
 L-Tryptophan（50 mg/kg）を 3 週間毎日腹腔内投与した 8 週齢雌性 C57BL/6
（日本クレア株式会社，東京，日本）を頸椎脱臼により屠殺し，大腿骨から骨
髄液を採取し，マウス骨髄由来間葉系幹細胞（mouse Bone Marrow Stem Cell; 
mBMSC）を，Colony Forming Unit-fibroblasts（CFU-Fs）を指標にて分離し
た。これらの細胞を 20% FBS, 2 mM L-glutamine, 100 units/mL penicillin，
55 M β-Mercapto-ethanol（Life technologiesTM）含有-MEM 培地（マウス通
常培地）を用いて，37 ℃，5 % CO2 気相下で培養を行った。また，3 週間
L-Tryptophan を投与したマウスより大腿骨を採取し，海綿骨の形態学的解析を
行った。 
 L-Tryptophan（50 mg/kg）を 7 日間毎日腹腔内投与した 5 週齢雌性 C57BL/6
マウスをイソフル® （DS ファーマアニマルヘルス株式会社, 東京, 日本）にて
全身麻酔を行った後，下肢周囲を 70 %エタノールで消毒，剃毛した後，皮膚を
切開し膝関節を露出させた。そして，大腿骨に付着している筋肉を剥離し大腿
骨を明示し，膝関節から中枢側に 5 mm の位置に歯科用ラウンドバーを用いて
骨髄腔内に達する直径 1 mm の窩洞を形成し，術野を縫合閉鎖した。その後，
14 日間毎日 L-Tryptophan の腹腔内投与を行った。また，すべての動物実験は，
岡山大学動物実験委員会の承認（OKU-2013125）のもと行った。 
 
3．骨芽細胞，脂肪細胞分化誘導 
骨芽細胞分化 
hBMSCs，または mBMSCs をコンフルエントになるまでそれぞれの通常培
地で培養後，10 nM dexamethasone（SIGMA®），2 mM β-glycerophosphate
（SIGMA®），10 nM L-ascorbic acid phosphate（SIGMA®）含有通常培地（骨
芽細胞分化誘導培地）に交換し，14 日間培養した。4 % paraformaldehyde（PFA）
にて固定し，1 % アリザリンレッド S（SIGMA®）染色液を用いて石灰化結節を
染色した。 
 
脂肪細胞分化 
上記の骨芽細胞分化実験と同様に，hBMSCs，または mBMSCs をコンフル
エントになるまで通常培地で培養後，10 μg/mL insulin（SIGMA®），0.5 mM 
1-methyl-3-isobutylxanthine（SIGMA®），60 μM indomethacin（SIGMA®）
含有通常培地に交換し，14 日間培養した。4 %PFA にて固定し，0.5 %オイルレ
ッド O（SIGMA®）染色液を用いて脂肪滴を染色した。 
 
4．フローサイトメトリー解析 
hBMSCs を Accutase®（Innovative Cell Technologies Inc．，San Diego, CA, 
USA）で剥離した後，1 % FBS 含有 PBS に懸濁した。抗体染色は，細胞懸濁液
に蛍光標識された anti-SSEA-4 antibody（BD Biosciences，SanJose, CA，USA）
を添加し，氷上にて 30 分反応させることによって行った。染色した細胞は，
Accuri™ C6（BD Biosciences）を用いて解析した。死細胞は前方，側方散乱光
上でのゲーティングによって除外した。 
 
5．定量性 RT-PCR 
細胞から PurelinkTM RNA mini kit（Life technologiesTM）を用いて mRNA
サンプルを抽出・精製した。サンプルは iScriptTM cDNA Synthesis Kit（Bio-Rad 
Laboratories, Hercules，CA, USA）を用いて逆転写を行い，cDNA を得た。定
量性 RT-PCR は Chromo4（Bio-Rad Laboratories）を用いて，増幅反応には
KappaTM SYBR® FAST qPCR Kits（Kapa Biosystems, Inc., Wilmington, MA，
USA）を使用し，95 ℃3 秒，65 ℃ 25 秒のステップを 40 サイクル繰り返した。
内部標準として 29s リボソーム RNA（s29）を使用した。解析対象遺伝子およ
びプライマーの塩基配列を表 1 に示す。 
 
6．免疫細胞化学染色 
hBMSCs を 96 well プレートに播種し，アミノ酸を加えて 48 時間通常培地で
培養した。それらの細胞を 4 %PFA で 15 分間固定し，0.25 % Triton X-100 含
有 PBS で透過処理をした。次に 5 %ヤギ血清（Life technologiesTM）を用いて
ブロッキングし，一次抗体の anti-CD146 mouse antibody（Abcam, Cambridge, 
UK），あるいは，anti-IgG mouse antibody（Abcam）を加えて 4 ℃で一晩反
応させた。次に，二次抗体の Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG［H+L］（Life 
technologiesTM）と核染色のために 4’6-diamidino-2-phenylindole（DAPI：Life 
technologiesTM）を同時に加えて 60 分間室温で反応させた。その後，蛍光顕微
鏡（Cellomics ArrayScan, Thermo Fisher Scientific, Grand Island MA, USA）
を用いて観察し，陽性細胞の割合を算出した。 
 
7．細胞遊走能の検討  
細胞遊走能は，ボイデンチャンバー（poresize 8 m；BD Biosciences）を用
いて検討した。すなわち，24well プレートにボイデンチャンバーをセットし，
上部チャンバーには，5.0×103個/well の濃度になるよう 1 ％FBS 含有 α-MEM
培地で懸濁した細胞を播種した。下部チャンバーには 1 ％FBS含有培地を加え，
37 ℃，5 % CO2気相下で培養を行った。培養 24 時間後にフィルター下面に遊
走した細胞を 4 % PFA で固定し，Alexa Fluor® 546 Phallodin（Life 
technologiesTM）にて室温で 60 分間反応させた。蛍光顕微鏡（Biozero BZ-X700, 
（株）キーエンス，大阪，日本）を用いて観察を行い，ランダムに 4 箇所を選
択し細胞数をカウントした。 
 
8．コロニー形成能の検討 
21 日間 L-Tryptophan を腹腔内投与したマウスならびに対照群のマウスの大
表１
腿骨より採取した 2.0×106 個のマウス単核球細胞を 6 cm2 培養皿に播種し，
L-Tryptophan 非存在下で培養した。培養 21 日後に，1 % PFA 含有 0.1 %トル
イジンブルー液にて固定，染色を行い，顕微鏡下にて，50 個以上の細胞数から
形成されたコロニー数を計測した（CFU-Fs アッセイ法）。 
 
9．骨形態計測学的評価 
 回収したマウスの大腿骨は，SkyScan-1174 micro-computed tomography
（micro-CT）（SkyScan, Aartselaar, Belgium）を用いて解像度を6.4 μmに設定
して撮影し，SkyScan社製ソフトウェアを用いて解析した。解析対象は，大腿
骨顆部成長板からを1 mm近位の位置を遠位端とした，皮質骨より内部の範囲で
約2 mm四方の立方体の計測部位として，海綿骨の骨塩量（Bone Mineral 
Density; BMD），海綿骨体積率（Bone Volume/Tissue Volume; BV/TV）を測定
した。 
10．組織学的解析 
大腿骨のサンプルは 4 % PFA にて固定した後，ギ酸・クエン酸ナトリウム水
溶液（22.5 %ギ酸，10 %（W/V）クエン酸ナトリウム）を用いて室温で約 5 日
間脱灰した。脱灰されたサンプルは通法に従いパラフィン包埋し，5 μm の厚み
で切片を作製し，ヘマトキシリン・エオジン染色（HE 染色）を行い，顕微鏡下
で観察した。 
 
11．統計解析 
各データの統計学的有意性は，各条件に対して試料の数値を測定し，対応の
ない t 検定を用いて検討した。 
 
 
結果 
 
1．間葉系幹細胞の幹細胞性維持に関わるアミノ酸の探索 
 間葉系幹細胞の幹細胞性維持に関わるアミノ酸の探索を目的に，間葉系幹細
胞の未分化マーカーである SSEA-4 の発現量を指標に 22 種類の D 型アミノ酸
（10 μM）を用いてスクリーニングを実施した。スクリーニングの概要を図 1
に示す。Methionine, Proline, Tryptophan の 3 種類のアミノ酸刺激により，
hBMSCs の SSEA-4 陽性細胞の割合が増加した。また，同定された 3 種類のア
ミノ酸の中で，D-Tryptophan 処理により，特に NANOG，OCT-4 および SOX-2
の遺伝子発現量の上昇を認めた。一方，アミノ酸には，L 型，及び D 型の光学
図１
異性体が存在していることが知られおり，生体内では L 型のみが合成される。
そこで L-Tryptophan と D-Tryptophan の機能を SSEA-4 陽性細胞の割合, 
NANOG，OCT-4 および SOX2 の遺伝子発現量を指標に比較検討した。その結
果 L-Tryptophan は，D-Tryptophan と比較して同等の幹細胞性維持効果を有し
ていた（表 2）。以上より，L-Tryptophan が間葉系幹細胞の幹細胞性維持に関
与するアミノ酸として同定された。 
 
2．L-Tryptophan が培養 hBMSCs の幹細胞性に与える影響 
hBMSCs を L-Tryptophan（10 μM）で刺激し，L-Tryptophan が間葉系幹細
胞の幹細胞性に与える影響を間葉系幹細胞の未分化マーカーであるCD146の免
疫細胞化学染色，コロニー形成能，細胞遊走能を指標に評価した。免疫細胞化
学染色の結果，L-Tryptophan 処理により対照群と比較して CD146 陽性細胞の
割合が有意に増加した（1.2 倍，p＜0.001）（図 2A）。また，L-Tryptophan にて
2 日間処理した hBMSCs を用い，ボイデンチャンバー法にて細胞遊走能を評価
した。その結果，L-Tryptophan 処理した hBMSCs において有意に細胞遊走能
が亢進していた（1.5 倍，p＜0.01）（図 2B）。 
 次に，L-Tryptophan 処理が hBMSCs の脂肪細胞分化ならびに骨芽細胞分化
に与える影響を検討するため，L-Tryptophan 存在または非存在下にて hBMSCs
を 2 日間培養した後，それらの細胞を L-Tryptophan 非存在下で脂肪細胞分化
誘導培地または骨芽細胞分化誘導培地にて培養を行った。培養 21 日後に脂肪細
胞分化への影響を検討した。その結果，脂肪滴の形成は L-Tryptophan 処理群に
おいて抑制され（図 3A），また，脂肪細胞分化マーカーの一つである Lipoprotein 
lipase （ LPL ）の遺伝子発現には差は認めなかったが， Peroxisome 
Proliferator-Activated Receptor-γ（PPAR-γ）の遺伝子発現量は対照群と比較
し有意に減少した（0.63 倍，p＜0.05）（図 3B）。また，骨芽細胞分化誘導培地
にて 21 日間培養した結果，L-Tryptophan 処理した細胞群において，対照群と
比較し，カルシウム沈着を多く認め（図 3C），骨芽細胞分化マーカーである
Osteopontin（OPN)（2.4 倍，p＜0.01），Osteocalcin（OCN）（1.3 倍，p＜0.05）
の遺伝子発現量は有意に増加した（図 3D）。 
 
3．L-Tryptophan 全身投与が骨髄内 mBMSCs の幹細胞性に与える影響 
L-Tryptophan の全身投与が骨髄内 mBMSCs の幹細胞性に与える影響を検討
するため，21 日間マウス腹腔内に L-Tryptophan（50 mg/kg）を投与したマウ
スより，mBMSCs を採取し，コロニー形成能，SSEA-4 陽性細胞数，Oct-4，
Nanog，Sox2 の遺伝子発現量を指標に評価した。CFU-Fs アッセイの結果，
L-Tryptophan を投与したマウスから採取した骨髄には，対照群のマウスと比較
表２
図２
図３
し，コロニー形成能が高い mBMSCs が多数存在していた（1.5 倍，p＜0.05）（図
4A）。また，フローサイトメトリーを用いた解析の結果，L-Tryptophan 投与マ
ウス由来 mBMSCs の SSEA-4 陽性率は，対照群の mBMSCs と比較して有意に
高く（1.6 倍，p＜0.05）（図 4B），未分化マーカーである Sox2 の遺伝子発現量
に差を認めなかったが，Oct4（3.9 倍，p＜0.05），Nanog（8.5 倍，p＜0.001）
の遺伝子発現量はL-Tryptophan投与マウス由来mBMSCsにおいて有意に高か
った（図 4C）。 
次に，mBMSCs の脂肪細胞分化ならびに骨芽細胞分化に与える影響を確認す
るため，同様の細胞を用い，それぞれ脂肪細胞分化誘導培地および骨芽細胞分
化誘導培地にて培養した。培養 21 日後に mBMSCs の脂肪細胞分化への影響を
オイルレッド O 染色および脂肪細胞分化マーカーの一つである Ppar-γ，Lpl の
遺伝子発現量を定量性 RT-PCR 法にて検討した。その結果，脂肪滴の形成およ
び Ppar-γ，Lpl の遺伝子発現量には差を認めなかった（図 5A）。一方，骨芽細
胞分化に与える影響を検討した結果，L-Tryptophan 投与マウス由来 mBMSCs
において，対照群と比較し，カルシウム沈着を多く認め（図 3C），骨芽細胞分
化マーカーである Opn（2.6 倍，p＜0.05），Ocn（10.2 倍，p＜0.001）の遺伝
子発現量は有意に高かった（図 5B）。 
 
4．L-Tryptophan 全身投与がマウス大腿骨海綿骨量に与える影響 
L-Tryptophan の全身投与が大腿骨海棉骨量に与える影響を検討するため，上
記の実験同様，21 日間マウス腹腔内に L-Tryptophan（50 mg/kg）を投与した
マウスより大腿骨を回収し，micro-CT を用い骨形態計測学的に評価した。その
結果，L-Tryptophan 投与群は対照群と比較して，大腿骨の海綿骨梁の増加を認
め（図 6A），定量的解析の結果，海綿骨骨塩量（1.4 倍，p＜0.001），海綿骨体
積率（2.1 倍，p＜0.01）が有意に増大していた（図 6B）。 
 
5．L-Tryptophan 全身投与が実験的骨欠損の創傷治癒に与える影響 
マウス大腿骨骨欠損モデルを用いて，L-Tryptophan が骨再生に与える影響を
検討した。Micro-CT 解析の結果，L-Tryptophan 投与群は骨欠損作製部位に，
対照群と比較して著名な X 線不透過像が観察され，定量的解析の結果，
L-Tryptophan 投与群において有意に骨が再生していた（1.8 倍，p＜0.05）（図
7A）。また，組織学的解析の結果， L-Tryptophan 投与群では対照群と比較して，
より厚い皮質骨が再生されている像が観察された（図 7B）。 
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考察 
 
 近年，老化や生体の恒常性の維持のみならず，iPS 細胞の幹細胞性維持にアミ
ノ酸が関与していることが報告され 5,8-10)，特定のアミノ酸が骨組織の恒常性維
持において重要な働きを担っている可能性が示唆されてきた。本研究では，そ
の影響の標的を，骨髄由来間葉系幹細胞の幹細胞性維持に求めた点に強い新規
性がある。具体的には，22 種類のアミノ酸を用い，骨髄由来間葉系幹細胞の幹
細胞性に関わるアミノ酸をスクリーニングした。その結果，Tryptophan が間葉
系幹細胞の幹細胞性維持に関わっているアミノ酸として同定された。また，
Tryptophan を全身投与することで，マウス大腿骨の海綿骨量の増加，ならびに
大腿骨骨欠損モデルにおいて骨再生が促進されることが明らかとなった。これ
らの成果は，生体の老化に伴う骨代謝疾患の原因となる Stem cell aging のメカ
ニズムや治療法に糸口を開いたと言う点において大きな成果と考えられる。 
 Tryptophan は必須アミノ酸の一つであり，神経伝達物質であるセロトニンや
水溶性ビタミンであるナイアシンなどの重要な化合物の前駆体である。そのた
め，睡眠障害 11,12)やうつ病 13,14)などの治療薬として広く用いられてきた。最近で
は，Tryptophan やその代謝産物が細胞性免疫 15,16) や骨のホメオスタシス 10)に
関与していることが報告されたが，その詳細なメカニズムは明らかではなかっ
た。本研究で，Tryptophan 刺激により骨髄由来間葉系幹細胞の幹細胞性が向上
すること，また，幹細胞性が向上した間葉系幹細胞を分化誘導すると，脂肪細
胞への分化誘導は抑制され，骨芽細胞への分化が促進されることが明らかとな
った（図 2-5）。骨髄内において，骨の恒常性維持において重要な役割を担って
いる間葉系幹細胞は TAZ などのシグナル因子により，骨芽細胞/脂肪細胞分化が
厳密に制御されている 17)。加齢に伴い，骨髄中に占める脂肪細胞の割合が増加
する事が知られており，骨髄由来間葉系幹細胞を含む Stem cell aging がその原
因の一つと考えられていた。本研究において，Tryptophan 投与が骨髄由来間葉
系幹細胞の幹細胞性を促進し，さらに海綿骨量の増大，創傷治癒を促進させる
ことが明らかになったことは，加齢に伴う骨髄の老化とその改善方策を見つけ
る上で重要な知見と提供したものと考えられる（図 6, 7）。 
 また，幹細胞性維持には Akt-mTOR 経路を中心とした様々なシグナル経路の
重要性が報告されている 4)。そこで，Tryptophan により幹細胞性向上のメカニ
ズムを明らかにするために，PathScan アレイキット（Cell Signaling Technology, 
Danvers, MA, USA）を用い網羅的に検討した。しかし，Tryptophan により特
異的に活性化されるシグナル経路の同定には至らなかった（未発表データ）。必
須アミノ酸を細胞に供給するにはアミノ酸トランスポーターを介して細胞膜を
通過する必要があり，レセプターを介した制御ではなく，トランスポーターを
介した制御の可能性が示唆された。また，摂取された Tryptophan の 99%は肝
臓で Kynurenine に代謝されることが知られている 18)。学位申請者らは，すで
に Kynurenine にも Tryptophan と同等の効果が有ることを確認しており（未発
表データ），Tryptophan の幹細胞性向上効果はキヌレニン経路が関与している
と推測している。 
 今回の研究では必須アミノ酸の一つである Tryptophan が骨髄由来間葉系幹
細胞の幹細胞性維持に関わり，Tryptophan 投与により大腿骨の海綿骨量の増加，
ならびに実験的大腿骨欠損モデルにおいて骨再生が促進されることが明らかと
なった。作用メカニズムの詳細は未だ十分明らかではないが，日常生活で摂取
できる必須アミノ酸を利用することにより，加齢と関連した病的骨折，歯周病
に関連した歯槽骨吸収，骨粗鬆症等の予防や病態改善に貢献することができる
とすれば，本研究成果は大変有意義なものと考えられる。 
 
 
結論 
 
1. ヒト骨髄由来間葉系幹細胞の幹細胞性維持に関わっているアミノ酸として
Tryptophan を同定した。 
2. Tryptophan は，ヒト骨髄由来間葉系幹細胞の細胞遊走能を促進した。 
3. Tryptophan 処理したマウス骨髄由来間葉系幹細胞の脂肪細胞分化能は低下
し，骨芽細胞分化能は向上した。 
4. Tryptophan を全身投与することで，マウス大腿骨の海綿骨量の増加，なら
びに大腿骨骨欠損モデルにおいて骨再生が促進された。 
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図の解説文 
 
図 1．間葉系幹細胞の幹細胞性維持に関わるアミノ酸の探索 
 初めに 22 種類の D-アミノ酸を用い，間葉系幹細胞の未分化マーカーである
SSEA-4 を指標に，フローサイトメトリーを用い絞り込みを行った。次に，抽出
された 3 種類の D-アミノ酸を幹細胞マーカーである NANOG, OCT-4, SOX2 の
遺伝子発現量を指標に絞り込みを行い，D- Tryptophan が間葉系幹細胞の幹細
胞性に関与したアミノ酸として抽出された。 
 
図 2．L-Tryptophan が培養 hBMSCs の幹細胞性に与える影響 
 hBMSCs を L-Tryptophan 含有培地にて 2 日間培養し，幹細胞性に与える影
響を検討した。（A）CD146 の免疫細胞化学染色像ならびに CD146 陽性細胞率
の平均値±標準偏差をグラフに示す（対応のない t 検定; ***p<0.001（n=3））（ス
ケールバー，100 µm）。（B）細胞の遊走能をボイデンチャンバー法にて評価し
た。遊走した細胞の Phalloidin 染色像，ならびに遊走した細胞数の平均値±標準
偏差をグラフに示す（対応のない t 検定; **p<0.01（n=4））（スケールバー，100 
µm）。 
Trp; Tryptophan。 
 
図 3．L-Tryptophan 処理が培養 hBMSCs の骨芽細胞分化，脂肪細胞分化に与
える効果 
 L-Tryptophan にて 2 日間培養した hBMSCs の骨芽細胞分化，脂肪細胞分化
能を評価した。脂肪細胞分化誘導培地にて 14 日間培養後した hBMSCs のオイ
ルレッド O 染色像を（A）に，PPAR-γ，LPL の遺伝子発現量を定量性 RT-PCR
にて解析した結果をグラフ（B）に示す。骨芽細胞分化誘導培地で 14 日培養し
た hBMSCs のアリザリンレッド S 染色像を（C）に，OPN，OCN の遺伝子発
現量を定量性 RT-PCR にて解析した結果をグラフ（D）に示す。それぞれ実験
は 2 回繰り返し同様の結果が得られたので，代表的な結果を示す。（対応のない
t 検定; *p<0.05，**p<0.01（n=3））（スケールバー，A; 400 µm，A の拡大図; 50 
µm，C の拡大図; 1000 µm）。 
Trp; Tryptophan。 
 
図 4．L-Tryptophan 全身投与が mBMSCs の幹細胞性に与える影響 
 L-Tryptophan（L-Trp 群）および PBS（対照群）を腹腔内投与したマウスの
骨髄から採取した mBMSCs を用い，L-Tryptophan 全身投与が mBMSCs の幹
細胞性に与える影響を検討した。（A）CFU-Fs アッセイ法にてコロニー形成能
を評価した。トルイジンブルー染色像，ならびに 50 個以上の細胞数から形成さ
れたコロニー数の平均値±標準偏差をグラフに示す（対応のない t 検定; *p<0.05
（n=3））。（B）フローサイトメトリーを用い，SSEA-4 陽性細胞数を計測した。
mBMSCs の SSEA-4 陽性細胞率の平均値±標準偏差をグラフに示す（対応のな
い t 検定; *p<0.05（n=3））。（C）Oct4，Nanog，Sox2 の遺伝子発現量を定量性
RT-PCR にて解析した結果をグラフに示す（対応のない t 検定; *p<0.05，
***p<0.001（n=3））。実験は 2 回繰り返し同様の結果が得られたので，代表的
な結果を示す。 
Trp; Tryptophan。 
 
図 5．L-Tryptophan 全身投与が mBMSCs の脂肪細胞分化および骨芽細胞分化
に与える影響 
 L-Tryptophan（L-Trp 群）および PBS（対照群）を腹腔内投与したマウスの
骨髄から採取した mBMSCs を用い脂肪細胞分化および骨芽細胞分化に与える
影響を検討した。（A）脂肪細胞分化誘導培地にて 14 日培養した mBMSCs のオ
イルレッド O 染色像，ならびに Ppar-γ，Lpl の遺伝子発現量を定量性 RT-PCR
にて解析した結果をグラフに示す（スケールバー; 100 µm）。（B）骨芽細胞分化
誘導培地にて 14 日培養した mBMSCs のアリザリンレッド S 染色像，ならびに
Opn，Ocn の遺伝子発現量を定量性 RT-PCR にて解析した結果をグラフに示す
（対応のない t 検定; *p<0.05，***p<0.001（n=3））。実験は 2 回繰り返し同様
の結果が得られたので，代表的な結果を示す。 
Trp; Tryptophan。 
 
図 6．L-Tryptophan 全身投与がマウス大腿骨海綿骨質に与える影響 
（A）マウス大腿骨海綿骨の micro-CT 解析画像を示す。（B）海綿骨骨塩量，海
綿骨体積率の平均値±標準偏差をグラフに示す（対応のない t 検定; **p<0.01，
***p<0.001（n=4））。 
Trp; Tryptophan。 
 
図 7．L-Tryptophan 全身投与が実験的骨欠損の創傷治癒に与える影響 
（A）骨創傷部位の前頭断面，矢状断面の micro-CT 画像（→；骨欠損作製部位），
ならびに欠損部位における再生骨量の平均値±標準偏差をグラフに示す（対応の
ない t 検定; *p<0.05（n=4））。（B）骨創傷部位の H-E 染色像を上段に，その拡
大像を下段に示す（スケールバー; 200 µm，拡大像; 50 µm）。 
Trp; Tryptophan。 
 
表 1．定量性 RT-PCR に用いたプライマーの塩基配列 
 
表 2．D-Tryptophan および L-Tryptophan の比較 
 フローサイトメトリーによる SSEA-4 陽性細胞率ならびに定量性 RT-PCR に
よる NANOG，OCT-4 および SOX2 の遺伝子発現量の解析を行い，対照群に対
する SSEA-4 陽性細胞率の割合，ならびに遺伝子発現量の割合を表 2 に示す（対
応のない t 検定；*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001 （対照群と比較））。 
Trp; Tryptophan。 
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間葉系幹細胞マーカーであるSSEA-4の 
発現をフローサイトメトリーを用い解析 
間葉系幹細胞マーカーである 
NANOG, OCT-4, SOX2の遺伝子発現を 
定量性RT-PCRにて解析 
D-Tryptophanを抽出 
1stスクリーニング：22 種類のD-アミノ酸 
2ndスクリーニング：3種類のD-アミノ酸 
（Methionine, Proline, Tryptophan）  
図1 間葉系幹細胞の未分化性維持に関わるアミノ酸の探索 
 初めに22種類のD-アミノ酸を用い，間葉系幹細胞の未分化マーカーであるSSEA-
4を指標に，フローサイトメトリーを用い絞り込みを行った。次に，抽出された3種類の
D-アミノ酸を幹細胞マーカーであるNANOG, OCT-4, SOX2の遺伝子発現量を指標
に絞り込みを行い，D- Tryptophanが間葉系幹細胞の幹細胞性に関与したアミノ酸
として抽出された。 
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図2 L-Tryptophanが培養hBMSCsの幹細胞性に与える影響 
hBMSCsをL-Tryptophan含有培地にて2日間培養し，幹細胞性に与える影響を検討した。 
（A）CD146の免疫細胞化学染色像ならびにCD146陽性細胞率の平均値±標準偏差をグ
ラフに示す（対応のないt検定; ***p<0.001（n=3））（スケールバー，100 µm）。 
（B）細胞の遊走能をボイデンチャンバー法にて評価した。遊走した細胞のPhalloidin染色
像，ならびに遊走した細胞数の平均値±標準偏差をグラフに示す（対応のないt検定; 
**p<0.01（n=4））（スケールバー，100 µm）。 
Trp; Tryptophan。 
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図3 L-Tryptophan処理が培養hBMSCsの骨芽細胞分化，脂肪細胞分化に与える効果 
 L-Tryptophanにて2日間培養したhBMSCsの骨芽細胞分化，脂肪細胞分化能を評価し
た。脂肪細胞分化誘導培地にて14日間培養後したhBMSCsのオイルレッドO染色像を
（A）に，PPAR-γ，LPLの遺伝子発現量を定量性RT-PCRにて解析した結果をグラフ（B）
に示す。骨芽細胞分化誘導培地で14日培養したhBMSCsのアリザリンレッドS染色像を
（C）に，OPN，OCNの遺伝子発現量を定量性RT-PCRにて解析した結果をグラフ（D）に
示す。それぞれ実験は2回繰り返し同様の結果が得られたので，代表的な結果を示す。
（対応のないt検定; *p<0.05，**p<0.01（n=3））。 
（スケールバー，A; 400 µm，Aの拡大図; 50 µm，Cの拡大図; 1000 µm）。 
Trp; Tryptophan。 
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図4 L-Tryptophan全身投与がmBMSCsの幹細胞性に与える影響 
L-Tryptophan（L-Trp群）およびPBS（対照群）を腹腔内投与したマウスの骨髄から採取し
たmBMSCsを用い，L-Tryptophan全身投与がmBMSCsの幹細胞性に与える影響を検
討した。 
（A）CFU-Fsアッセイ法にてコロニー形成能を評価した。トルイジンブルー染色像，ならび
に50個以上の細胞数から形成されたコロニー数の平均値±標準偏差をグラフに示す（対
応のないt検定; *p<0.05（n=3））。 
（B）フローサイトメトリーを用い，SSEA-4陽性細胞数を計測した。mBMSCsのSSEA-4陽
性細胞率の平均値±標準偏差をグラフに示す（対応のないt検定; *p<0.05（n=3））。 
（C）Oct4，Nanog，Sox2の遺伝子発現量を定量性RT-PCRにて解析した結果をグラフに
示す（対応のないt検定; *p<0.05，***p<0.001（n=3））。 
実験は2回繰り返し同様の結果が得られたので，代表的な結果を示す。 
Trp; Tryptophan。 
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L-Tryptophan（L-Trp群）およびPBS（対照群）を腹腔内投与したマウスの骨髄から採取した
mBMSCsを用い脂肪細胞分化および骨芽細胞分化に与える影響を検討した。 
（A）脂肪細胞分化誘導培地にて14日培養したmBMSCsのオイルレッドO染色像，ならびに
Ppar-γ，Lplの遺伝子発現量を定量性RT-PCRにて解析した結果をグラフに示す（スケール
バー; 100 µm）。 
（B）骨芽細胞分化誘導培地にて14日培養したmBMSCsのアリザリンレッドS染色像，ならびに
Opn，Ocnの遺伝子発現量を定量性RT-PCRにて解析した結果をグラフに示す（対応のないt検
定; *p<0.05，***p<0.001（n=3））。 
実験は2回繰り返し同様の結果が得られたので，代表的な結果を示す。 
Trp; Tryptophan。 
 
図5 L-Tryptophan全身投与がmBMSCsの脂肪細胞分化および骨芽細胞分化に与える影響 
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図6 L-Tryptophan全身投与がマウス大腿骨海綿骨質に与える影響 
（A）マウス大腿骨海綿骨のmicro-CT解析画像を示す。 
（B）海綿骨骨塩量，海綿骨体積率の平均値±標準偏差をグラフに示す（対応のないt検
定; **p<0.01，***p<0.001（n=4））。 
Trp; Tryptophan。 
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図7 L-Tryptophan全身投与が実験的骨欠損の創傷治癒に与える影響 
（A）骨創傷部位の前頭断面，矢状断面のmicro-CT画像（→；骨欠損作製部位），
ならびに欠損部位における再生骨量の平均値±標準偏差をグラフに示す（対応の
ないt検定; *p<0.05（n=4））。 
（B）骨創傷部位のH-E染色像を上段に，その拡大像を下段に示す（スケールバー; 
200 µm，拡大像; 50 µm）。 
Trp; Tryptophan。 
表1 定量性RT-PCRに用いたプライマーの塩基配列 
標的遺伝
子 動物種 GenBank登録番号  プライマーセット PCR 産物の長さ (bp) 
S29 Human BC032813  
5'-TCTCGCTCTTGTCGTGTCTGTTC-3'(S) 
75 
 5'-ACACTGGCGGCACATATTGAGG-3'(AS) 
OCT-4 Human NM_001159542  
5'-CCGAGTGTGGTTCTGTAAC-3'(S) 
196 
 5'-GAAAGGGACCGAGGAGTA-3'(AS) 
NANOG Human NM_024865  
5'-TCTCCAACATCCTGAACCT-3'(S) 
117 
 5'-GCGTCACACCATTGCTAT-3'(AS) 
SOX-2 Human NM_003106  
5'-GCACAACTCGGAGATCAG-3'(S) 
182 
 5'-GCGTGTACTTATCCTTCTTCAT-3'(AS) 
OPN Human BC007016  
5'-CTGTGTTGGTGGAGGATGTCTGC-3'(S) 
89 
 5'-GTCGGCGTTTGGCTGAGAAGG-3'(AS) 
OCN Human NM_199173  
5'-CAGAGTCCAGCAAAGGTG-3'(S) 
88 
 5'-AGCCATTGATACAGGTAGC-3'(AS) 
LPL Human BT006726  
5'-CCGCCGCCGACCAAAGAAG-3'(S) 
131 
 5'-GAAATGACAGGTAGCCACGGACTC-3'(AS) 
PPARγ Human BT007281  
5'-CTGTCGGTTTCAGAAATGCCTTGC-3'(S) 
143 
 5'-GGAGGTCAGCGGACTCTGGATTC-3'(AS) 
Oct-4 Mouse NM_013633  
5'-GCATTGAGAACCGTGTGA-3' (S) 
81 
 5'-GATTGGCGATGTGAGTGAT-3'(AS) 
Sox2 Mouse NM_011443  
5'-CTCGCAGACCTACATGAAC-3'(S) 
106 
 5'-CTCGGACTTGACCACAGA-3(AS)' 
Nanog Mouse NM_028016  
5'-TTGGTGTGTTAGTGTATTTGTC-3'(S) 
101 
 5'-TGGGAAGGAGAGAGTATATGC-3'(AS) 
Opn Mouse AF515708  
5'-GAATGCTGTGTCCTCTGAAG-3'(S) 
110 
 5'-CGTCATCATCATCGTCATCAT-3'(AS) 
Ocn Mouse BC055868  
5'-CCAAGCAGGAGGGCAATAAGGTAG-3'(S) 
122 
 5'-CTCGTCACAAGCAGGGTCAAGC-3' (AS) 
Pparγ Mouse NM_01116  
5'-GCCAAGGTGCTCCAGAAGATGAC-3'(S) 
155 
 5'-CGGGTGGGACTTTCCTGCTAATAC-3'(AS) 
Lpl Mouse BC003305  
5'-CTCTTTATTGACTCTCTGCTGAA-3'(S) 
110 
 5'-GGCTCTGACCTTATTGATCTC-3'(AS) 
S29 Mouse NM_009093  5'-TTCCTTTCTCCTCGTTGG-3'(S) 108 
 5'-ATGTTCAGCCCGTATTTG-3'(AS) 
S: sense,  AS: antisense 
 
  D-Trp (10 μM) L-Trp (10 μM) 
SSEA-4   1.39 ± 0.03  ***  1.21 ± 0.08 * 
NANOG   2.25 ± 0.59  ***  3.57 ± 0.96 *** 
OCT-4   1.23 ± 0.43  1.78 ± 0.86 
SOX2   1.45 ± 0.34  *  2.74 ± 1.07 ** 
 フローサイトメトリーによるSSEA-4陽性細胞率ならびに定量性RT-PCRによる
NANOG，OCT-4および SOX2の遺伝子発現量の解析を行い，対照群に対する
SSEA-4陽性細胞率の割合，ならびに遺伝子発現量の割合を表2に示す（対応の
ないt検定；*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001 （対照群と比較））。 
Trp; Tryptophan。 
表2 D-TryptophanおよびL-Tryptophanの比較 
